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^ (54) Title: METHOD FOR INHIBITING THE REPLICATION OF VIRUSES 

® (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HEMMUNG DER REPLIKATION VON VIREN 

m 

(57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting the replication of viruses which contain an untranslated region at 
5 tnc 3 ' cnd of thc viral genome (3' -UTR), whereby a structure is modified within the 3'-UTR by means of a short double-stranded 
ribonucleic acid (RNA) or an anti sense oligonucleotide. 

Q (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ilemmung der RepHkation von Viren mit einer am 3'-Ende des 
^ Virus-Genoms befindlichen nicht-translatierten Region (3'-UTR), bei welchem eine Struktur innerhalb der 3'-UTR unter Verwen- 
^ dung einer kurzen doppelstrangigen Ribonukleinsaure (dsRNA) oder eines Antisinn-Oligonukleotids geandcrt wird. 
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Verfahren zur Hemmung der Replikation von Viren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Verwendung und ein 
5 Medikament zur Hemmung der Replikation von Viren, 

Die Erfindung betrifft insbesondere das Gebiet der Hemmung 
von (+) -Strang-RNA-Viren, wie Hepati tis-C-Viren. 

10 Das Genom von ( + ) -Strang-RNA-Viren ist ein einzelstrangiges 
kodierendes KNA-Moleku'l (+ssRNA) . Zu diesen Viren gehoren 
die Familien Picornaviridae, Flaviviridae, Togaviridae, Co- 
ronaviridae und Caliciviridae . Ein bedeutender Vertreter der 
Familie Flaviviridae ist das Hepatitis-C-Virus (HCV) . Es 

15 verursacht Hepatitis C, eine entzundliche Erkrankung der Le- 
ber, die mit Leberfibrose und Leberkrebs verbunden sein 
karm. Ein erheblicher Teil der Hepati tis-C-Erkrankungen ver- 
lauft chronisch. Die Infektion mit HCV erfolgt vor allem pa- 
renteral, beispielsweise durch Bluttransf usion oder durch 

20 Gabe von Medikament en aus Blutprodukten . 

Das Hepatitis-C-Virus wurde 1989 entdeckt (Choo et al . , Sci- 
ence 244: 359, 1989). Die Replikation des kodierenden (+)- 
Strangs wird durch die Erzeugung eines replikativen antisen- 

25 se bzw. (-) -Strangs vermittelt. Vom (-) -Strang werden mehre- 
re Kopien des kodierenden (+) -Strangs abgeschrieben. Das 
HCV-Genom, welches ca. 9600 Nukleotide umfasst, wird zu ei- 
nem Polyprotein mit ca. 3000 Aminosauren translatiert (Lein- 
bach et al., Virology, 204: 163, 1994). Virale und zellulare 

30 Proteasen schneiden aus diesem Polyprotein die funktionsfa- 
higen Viruseiweifee heraus. Sowohl am 5'-Ende, als auch am 
3'-Ende des HCV-Genoms, befinden sich hochkonservierte Se- 
quenzen, welche ausgepragte Sekundar- und Tertiarstrukturen 
ausbilden. Diese Sequenzen besitzen fur die Translation und 

35 die Replikation der HCV- Viren eine grofce Bedeutung, werden 
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aber bei der Eiweiftsynthese nicht translatiert . Diese Se- 
quenzen werden als 5 * -UTR und 3 ' -UTR bezeichnet (UTR = un- 
translated region) . 

5 HCV ist durch eine hohe genetische Variabilitat gekennzeich- 
net. Die hohe Mutationsrate der viralen Nukleinsaure hat zur 
Entwicklung mehrerer HCV-Genotypen gefuhrt, die eine ver- 
gleichsweise geringe Sequenzidentitat von etwa 70 % aufwei- 
sen (Simmonds et al., J . Gen Virol., 75: 1053, 1994). Die 
10 Haufigkeit der einzelnen Genotypen ist regional unterschied- 
lich. Dariiber hinaus"besfeht eine Abhangigkeit von der' 'Art 
der Ubertragung, wobei eine gleichzeitige Ansteckung mit 
verschiedenen HVC-Genomen moglich ist. Die hohe Variabilitat 
des HCV erschwert die Behandlung von Erkrankungen erheblich. 

15 

Eine Hepati tis-C-Erkrankung umfasst in der Regel mehrere 
Phasen. Die erste akute Phase beginnt mit der Ansteckung des 
Patienten mit HCV. Es wird ein Entzundungsvorgang auslost, 
der durch einen etwa vier Wochen nach der Ansteckung begin- 

20 nenden Anstieg der Leberenzymkonzentration im Blutserum ge- 
kennzeichnet ist. Vor dem Anstieg der Leberenzymkonzentrati- 
on ist es moglich, im Blutserum des Patienten HCV-RNA rnit- 
tels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachzuweisen. In diesem 
Stadium zeigen nur etwa 25 % der Patienten Symptome wie 

25 Gelbsucht, so dass bei 75 % die Infektion unerkannt bleibt. 
Auch wenn die akute HCV- Infektion eine nicht-maligne Erkran- 
kung ist, fuhrt die Infektion in etwa 80 % zu einer chroni- 
schen Leber erkrankung, die durch einen dauerhaften Anstieg 
des Alaninaminotransferase-Niveaus im Serum gekennzeichnet 

30 ist. Aus einer chronischen HCV-Erkrankung entwickelt sich 
bei mehr als 20 % der Patienten eine Leberzirrhose und bei 
einer nicht unerheblichen Zahl ein malignes Hepatom. Die Le- 
benserwartung nach der Diagnose eines malignen Hepatoms be- 
tragt in der Regel zwolf Monate. 



35 
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Bisher bekannte therapeutische Verfahren zur Behandlung von 
HCV-Inf ektionen haben nur einen begrenzten Erfolg gehabt und 
fuhrten bei der Mehrzahl der Patient en zu keiner anhaltenden 
Besserung. Die heute vorherrschende Therapief orm verwendet 
5 spezielle Zytokine, die als Interferone bezeichnet werden. 
Vorzugsweise wird Interf eron-ot( IFN-alpha) eingesetzt, das 
nach 6-monatiger Therapie bei etwa 50 % der Patienten zu ei- 
ner Verringerung der Alaninaminotransf erase-Werte im Serum 
fuhrt. Allerdings steigen diese Werte bei vielen Patienten 

10 nach dem Ende der Behandlung wieder an. Uberdies ist die Be- 
handlung mit einer"Viel-z-ahl von Nebenwirkungen - verbunden 
(Dusheiko et al, J. Viral Hepatitis, 1: 3, 1994). Trotzdem 
ist die Interferon-Therapie bisher das wichtigste Verfahren, 
um das Risiko der Entstehung von Leberzirrhose und eines ma- 

15 lignen Hepatoms zu verringern. Ein Impfschutz gegen HCV ist 
bisher nicht moglich. 

Es sind deshalb Versuche unternommen worden, die virale Pro- 
teintranslation unter Einsatz spezieller Ribozyme zu hemmen. 

20 Beispielsweise beschreiben Welch et al . (Gene Therapy, 3 

(11) : 994, 1996) zwei vektorexprimierte Hairpin-Ribozyme, die 
gegen HCV gerichtet sind. Lieber et al . (Virology, 70 (12): 
8782, 1996) beschreiben die Beseitigung von HCV-RNA in infi- 
zierten menschlichen Hepatozyten durch Adenovirus-vermittelte 

25 Expression von bestimmten Hammerhead-Ribozymen. WO 99/55847 
offenbart Ribozyme, die HCV-RNA- Spezies in konservierten Se- 
quenzen in 5 ' - und 3 ' -nicht-kodierenden Bereichen und am 5 ' - 
Ende des fur das Kernprotein kodierenden Bereichs schneiden 
konnen. Auch das US-Patent Nr. 5,610,054 offenbart enzymati- 

30 sche Nukleinsauremolekiile, welche die Replikation von HCV in- 
hibieren konnen. Der therapeutische Erfolg dieser Verfahren 
bei der Behandlung von HCV-Inf ektionen ist jedoch noch nicht 
erwiesen. Ein generelles Problem besteht darin, dass die en- 
zymatische Aktivitat von Ribozymen vergleichsweise gering 

35 ist. Es besteht ein Bediirfnis, weitere Verfahren zur effizi- 
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enten Behandlung von HCV-Inf ektionen bzw. Virusinf ektionen zu 
entwickeln. 

Aus Fire et . al (Nature, 391: 806, 1998) ist es bekannt, 
5 dass dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise komplementar 
zu einem zu hemxnenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expres- 
sion dieses Gens mit einer hohen Wirksamkeit hemmt . Es wird 
die Auffassung vertreten, dass die besondere Wirksamkeit der 
verwendeten dsRNA in Zellen des Fadenwurms nicht auf dem An- 
10 tiSinn-Prinzip beruht, sondern moglicherweise auf katalyti- 
sche Eigenschaf ten" derdsRNA oder mit dsRNA assoziierten En- 
zyme zuruckzufiihren ist. Dieses Verfahren wird als RNA- In- 
terferes bezeichnet und wird beispielsweise in WO 00/44895 
zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens verwen- 
15 det. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere ein Verfah- 
ren und eine Verwendung angegeben werden, welche die Replika- 
20 tion von Viren wirksam hemmen. Daruber hinaus soil ein Medi- 
kament und eine dsRNA angegeben werden, mit dem eine beson- 
ders wirksame Hemmung der Replikation von Viren bewirkbar 
ist . 

25 Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 15, 

16, 33 und 49 gelost. ZweckmaSige Ausgestal tungen der Erfin- 
dungen ergeben sich aus den Merkmalen der Anspruche 2 bis 14, 
17 bis 32, 34 bis 48 und 50 bis 62. 

30 Nach MaSgabe der Erfindung ist verf ahrensseitig vorgesehen, 
dass eine Struktur innerhalb der 3 ' -UTR unter Verwendung ei- 
ner kurzen doppelstrangigen Ribonukleinsaure (dsRNA) oder ei- 
nes Antisinn-Oligonukleotids geandert wird, wobei ein Strang 
SI der dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid abschnittsweise 
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oder vollstandig komplementar zur 3 ' -UTR-Sequenz der Viren 
ist . 

Unter dem Begriff "Struktur" wird hier die Primar-, Sekundar- 
5 oder Tertiarstruktur einer aus Nukleinsaure gebildeten Se- 
quenz verstanden. Eine Anderung der Struktur liegt z. B. vor, 
wenn die Primarsequenz geschnitten oder durch Deletionen oder 
Insertionen verandert wird. Eine Anderung kann auch die Se- 
kundar struktur, d.h. die Basenpaarung, betreffen. Schliefclich 

10 ist auch eine Anderung der raumlichen Struktur, d.h. der Ter- 

tiarstruktur, moglich. Unter einer kurzen dsRNA wird eine 

dsRNA verstanden, welche aus weniger als 50 Basenpaaren ge- 
bildet ist. Das Antisinn-Oligonukleotid kann sowohl aus DNA 
als auch aus RNA gebildet sein. Es kann komplementar zu einem 

15 Bereich der 3 ' -UTR sein und eine Struktur innerhalb der 3 f - 
UTR andern, indem es damit hybridisiert . Da die Replikation 
von Viren in der Regel in einer Zelle stattfindet, muss die 
dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid zur Hemmung der Repli- 
kation im Allgemeinen in die jeweilige Zelle eingefuhrt bzw. 

20 von der Zelle aufgenommen werden. Das Aufnehmen kann durch 

die Zelle selbst erfolgen. Es kann aber auch durch Hilfsstof- 
fe oder Hilfsmittel vermittelt werden. Unter der 3 ' -UTR wird 
entweder der gesamte nicht-translatierte Bereich am 3 ' -Ende 
des Virus-Genoms oder ein Teil dieses Bereichs verstanden. 

25 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, dass durch eine An- 
derung der Struktur innerhalb der 3 ' -UTR die Replikation des 
Virus-Genoms gehemmt oder blockiert werden kann und dass dies 
besonders effektiv unter Verwendung einer dsRNA oder eines 
30 Antisinn-Oligonukleotids erreicht werden kann. Damit ist es 
moglich, Viren mit einer 3 ' -UTR besonders effizient zu be- 
kampf en. 

Nach einer Ausgestal tung kann ein die 3 ' -UTR bildender Se- 
35 quenzabschnitt geschnitten werden. Das Schneiden kann dabei 
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durch die dsRNA und die in der Zelle vorhandenen Enzyme be- 
wirkt werden. Die 3 ' -UTR kann hochkonserviert sein. Die Ande- 
rung der Struktur wird zweckmaSigerweise in einem besonders 
hoch konservierten Bereich der 3 ' -UTR bewirkt. Das steigert 
5 weiter die Effizienz des Verfahrens, weil viele Virus-Genome, 
insbesondere das HCV-Genom, eine hohe Sequenzvariabilitat 
aufweisen. Die Auswahl eines hochkonservierten Bereichs er- 
offnet daher die Moglichkeit der Hemmung der Replikation ei- 
ner grd&eren Zahl von Viren als in einem weniger konservier- 
10 ten oder variablen Bereich. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, den Sequenz- 
abschnitt unter Verwendung einer kurzen doppelstrangigen Ri- 
bonukleinsaure (dsRNA) zu andern, insbesondere zu schneiden 

15 oder dessen Schneiden durch die dsRNA zu bewirken. Ein Strang 
SI der dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid kann ab- 
schnittsweise oder vollstandig komplementar zur 3 ' -UTR- 
Sequenz sein. Darunter wird verstanden, dass entweder ein Ab- 
schnitt des Antisinn-Oligonukleotids bzw. des Strangs SI der 

20 dsRWA oder der gesamte Strang SI der dsRNA bzw. das gesamte 
Antisinn-Oligonukleotid komplementar zu einem Abschnitt der 
3 ' -UTR oder zur vollstandigen 3 ' -UTR ist. 

Nach einer weiteren Ausgestaltung kann die dsRNA zumindest 
25 abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet sein. Ein Ende der 
dsRNA, vorzugsweise beide Enden, konnen glatt ausgebildet 
sein. Glatt bedeutet, dass das Ende eines Strangs nicht iiber 
das Ende des anderen Strangs der dsRNA hinausragt, d.h. kei- 
nen Uberhang bildet. Zumindest ein Strang, insbesondere der 
30 Strang SI, kann am 3 1 -Ende einen Uberhang haben, der aus 1 
bis 3, vorzugsweise 2, Nukleotiden bestehen kann. Die vorer- 
wahnten Merkmale beeinflussen die Plasmastabilitat der dsRNA. 
dsRNA mit zumindest einem glatten Ende weist eine hohere 
Plasmastabilitat als dsRNA mit, insbesondere beidseitigen, 
35 Uberhangen auf, d.h. sie wird in Plasma bzw. Blut weniger 
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schnell abgebaut . Dariiber hinaus ist die Stabilitat einer 
solchen dsRNA im Zellinneren groSer als diejenige einer dsRNA 
mit Uberhangen. Die Stabilitat, insbesondere die Plasmastabi- 
litat, kann also durch die jeweilige Konstruktion der dsRNA 
5 an die jeweiligen Erf ordernisse angepasst werden. Einzel- 
strangige Uberhange verringern die Stabilitat der dsRNA in 
Blut, Serum und Zellen und verstarken gleichzeitig die repli- 
kationshemmende Wirkung der dsRNA. Besonders effektiv ist die 
Henunung der Replikation, wenn die dsRNA den Uberhang aus- 

10 schliefclich an einem, insbesondere ihrem das 3 ' -Ende des 

Strangs SI auf weisenden, Ende -airfwexst : " Das andere Ende ist ■ 

dann bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA glatt, d.h. ohne 
Uberhange, ausgebildet. Uberraschenderweise hat es sich ge- 
zeigt, dass zur Verstarkung der replikationshemmenden Wirkung 

15 der dsRNA ein Uberhang an einem Ende der dsRNA ausreichend 
ist, ohne dabei die Stabilitat in einem solchen MaSe zu er- 
niedrigen wie durch zwei Uberhange. Eine dsRNA mit nur einem 
Uberhang hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien 
als auch in Blut, Serum und Zellen als hinreichend bestandig 

20 und besonders wirksam erwiesen. 

Weiterhin hat es sich als vorteilhaft erwiesen, wenn ein zu- 
mindest abschnittsweise zur 3 ' -UTR-Sequenz komplementarer Be- 
reich der dsRNA bzw. des Strangs SI weniger als 30, vorzugs- 

25 weise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Ba- 

senpaare bzw. Basen umfasst. Die dsRNA weist zweckmafcigerwei- 
se eine Lange von weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare auf. Damit 
entspricht die Lange der dsRNA im Wesentlichen der Lange des 

30 komplementaren Bereichs. Eine solche dsRNA kann besonders 
preisgunstig hergestellt werden. 

Zweckma^igerweise ist das Virus-Genom das Genom eines ( + )- 
Strang-RNA- Virus, insbesondere eines Hepatitis-C-Virus . 

35 
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Die dsRNA kann in einer Losung, insbesondere in einer phos- 
phatgepuf ferten Salzlosung, vorliegen. Es hat sich namlich 
iiberraschenderweise herausgestellt , dass eine lediglich in 
einer solchen Losung geloste dsRNA von Zellen auf genommen 
5 wird und die Replikation der Viren hemmt, ohne dass die dsRNA 
dazu in einem besonderen Vehikel verpackt sein muss. Die 
dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid kann auch von einer 
micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem Virus- 
Kapsid oder einem Kapsoid umschlossen vorliegen. Dadurch kann 

10 die Aufnahme in Zellen erleichtert sein. Daruber hinaus wird 
dadurch die Moglichkeit gegeben, die dsRNA~-durch bestimmte 
Oberf lachenstrukturen gezielt zu bestimmten Zellen zu steu- 
ern, so dass vor allem diese Zellen die dsRNA aufnehmen. Die 
dsRNA kann einen Sinn-Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 

15 und einen Antisinn-Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 

aufweisen. Das Antisinn-Oligonukleotid kann einen Strang mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 12 oder SEQ ID NO: 13 aufweisen. "SEQ 
ID NO" bezeichnet jeweils die Nummer einer Sequenz im anlie- 
genden Sequenzprotokoll . 

20 

Erf indungsgemafc ist weiter die Verwendung von kurzen doppel- 
strangigen Ribonukleinsauren (dsRNA) oder eines Antisinn- 
Oligonukleotids zur Hemmung der Replikation von Viren mit ei- 
ner am 3'-Ende des Virus-Genoms befindlichen nicht-transla- 

25 tierten Region (3* -UTR) durch Anderung einer Struktur inner- 
halb der 3 1 -UTR zur Behandlung einer Virusinf ektion vorgese- 
hen. Weiterhin ist die Verwendung einer solchen dsRNA oder 
eines solchen Antisinn-Oligonukleotids zur Herstellung eines 
Medikaments zur Hemmung der Replikation von Viren mit einer 

30 am 3 ' -Ende des Virus-Genoms befindlichen nicht-translatierten 
Region (3' -UTR) durch Anderung einer Struktur innerhalb der 
3 ■ -UTR vorgesehen. Bei beiden Verwendungen ist ein Strang SI 
der dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid abschnittsweise 
oder vollstandig komplementar zur 3 ' -UTR- Sequenz der Viren. 

35 
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Die dsRNA kann in einer Zubereitung vorliegen, die zur Inha- 
lation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesonde- 
re zur intravenosen oder intraperitonealen Infusion oder In- 
jektion, geeignet ist. Solche Zubereitungen sind aus der 
5 Pharmazie bekannt. Die dsRNA kann dabei in einem physiolo- 
gisch vertraglichen Puffer, insbesondere einer phosphatgepuf - 
ferten Salzlosung, vorliegen. 

Vorzugsweise liegt die dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid 
von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, 
-einem~V±rus-Kapsid oder einem Kapsoid umschlossen vor : "Die ■-• 
dsRNA kann oral, mittels Inhalation, Infusion oder Injektion, 
insbesondere intravenoser oder intraperitonealer Infusion 
oder Injektion, verabreicht werden. Vorzugsweise wird die 
dsRNA in einer Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere 
hochstens 2,5 mg, bevorzugt hochstens 200 iig, besonders be- 
vorzugt hochstens 100 Mg, pro kg Korpergewicht und Tag einem 
Saugetier, vorzugsweise einem Menschen, verabreicht. 

20 Zur Losung der Aufgabe wird ferner ein Medikament vorgeschla- 
gen, bei dem zur Anderung der Struktur innerhalb der 3 1 -UTR 
eine kurze doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) oder ein 
Antisinn-Oligonukleotid enthalten ist, wobei ein Strang SI 
der dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid abschnittsweise 

25 oder vollstandig komplementar zur 3 ' -UTR-Sequenz der Viren 
ist. Ferner betrifft die Erfindung eine dsRNA mit einem 
Strang SI, welcher abschnittsweise oder vollstandig zu einer 
am 3 ' -Ende eines Virus-Genoms befindlichen nicht-transla- 
tierten Region (3* -UTR) komplementar ist. 

30 

Wegen der weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltungen der erfin- 
dungsgemafien Verwendung und des erf indungsgemaSen Medikaments 
wird auf die zum Verfahren beschriebenen Merkmale verwiesen, 
welche sinngemaS auch hier Anwendung finden konnen. 



10 
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Nachfolgend wird anhand der Figuren ein Ausf iihrungsbeispiel 
der Erfindung naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 den relevanten Sequenzbereich aus Plasmid p2 

5 und die N-terminale Aminosauresequenz des ent- 

sprechenden Reporterproteins, 

Fig. 2 den relevanten Sequenzbereich aus Plasmid p3 

und die N-terminale Aminosauresequenz des ent- 
10 sprechenden Reporterproteins, 

Fig. 3 die dsRNA HCVl-2 (SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5) ge- 

genuber der HCV-Sequenz einer mittels der Plas- 
mide p2 und p3 gebildeten mRNA (SEQ ID NO 15), 

15 

Fig. 4 die dsRNA GAL1-2 (SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7) ge- 

gemiber einer dem P-Gal-Gen ent sprechenden 
mRNA-Sequenz (SEQ ID NO 16) (Positivkontrolle) , 

20 Fig. 5 die dsRNA HCV3-4 (SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 9), 

welche keinen Bezug zu exprimierten Genen auf- 
weist (Negativkontrolle) , 

Fig. 6 die dsRNA K22 (SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 11), 

25 welche keinen Bezug zu exprimierten Genen auf- 

weist (Negativkontrolle) # 

Fig. 7 die Antisinn-Oligonukleotide HCVPTOl (SEQ ID NO 

12), HCVPT02 (SEQ ID NO 13) und HCVPT03 (SEQ ID 
30 NO 14) gegeniiber der HCV-Sequenz einer mittels 

des Plasmids p3 gebildeten mRNA (SEQ ID NO 15), 



Fig. 8 



Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen der 
dsRNAs HCVl-2, GAL1-2 und HCV3-4 auf die Akti- 



PCT/EP02/11432 

11 

vitat der mittels des Plasmids p2 exprimierten 
(3-Galaktosidase, 

Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen der 
dsRNAs HCV1-2, GAL1-2 und HCV3-4 auf die Akti- 
vitat der mittels des Plasmids p3 exprimierten 
P-Galaktosidase und 

Wirkung der Antisinn-Oligonukleotide HCVPT01, 
HCVPT02, HCVPT03, der dsRNAs HCV1-2, GALl-2, 
K22 und einer KontrolT-dsRNA" auf" die Aktivitat 
der mittels des Plasmids p3 exprimierten |3- 
Galaktosidase. 

1 5 Aus fuhrungsbei spiel 

Molekularbiologische Analysen mit Hepatitis-C-Viren in Zell- 
kultur sind sehr schwierig. Der Effekt der RNA- Inter ferenz 
und von Antisinn-RNA auf virale Gensequenzen wird an Hand 

20 nicht-pathogener Ersatzsysteme untersucht . Als nicht-pathoge- 
nes Reportersystem zum Studium der RNA- Inter ferenz und der 
Wirkung von Antisinn-Oligonukleotiden wurde die Sequenz Nr. 1 
des Sequenzprotokolls vor ein fur E. coli-p-Galaktosidase ko- 
dierendes Gen eines Plasmids kloniert. Die Sequenz Nr. 1 ent- 

25 spricht einer 24 Nukleotide umfassenden Sequenz aus einem 
hochkonservierten Bereich des 3 * -UTR des HCV-Genoms . Nach 
Transfektion des Plasmids in humane HuH~7-Leberzellen wird 
die Sequenz als Teil einer fur (i-Galaktosidase kodierenden 
mRNA transkribiert . Die den 24 Nukleotiden entsprechende Se- 

30 quenz der mRNA ist dann identisch mit der Sequenz des HCV- 
Genoms. Sie wurde als Zielsequenz verwendet. 
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Fig. 10 

10 
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Herstellung von Plasmid p2 und p3 als Reporter system 

Das E. coli-P-Galaktosidase (P~Gal) -Gen wurde aus dem kom- 
merziell erhaltlichen Expressionsvektor ppGal-Control (BD 
5 Biosciences Clontech, Tullastrasse 4, D-69126 Heidelberg, 
Deutschland, Gene Accession Number U13186; Nukleotid 280- 
3429) isoliert. 

In Plasmid p2 ist die HCV-Sequenz Teil eines Fusionsgens . 

10 Die HCV-Sequenz ist Teil des offenen Leserahmens der fur p- 
'™ ' ""Galaktosidase kodierenden Sequenz,' 'so dass" HuclT'die HCV-Se- 
quenz als Teil eines Fusionsproteins exprimiert wird. Fig. 1 
zeigt den relevanten Sequenzabschnitt von Plasmid p2 gemaS 
Sequenz Nr. 2 des Sequenzprotokolls . Die HCV-Sequenz ist kur- 

15 siv dargestellt. Der Beginn des p-Gal-Gens (einschliefclich 6 
Nukleotide der Kozak-Sequenz vor dem Codon ATG) ist unterstri- 
chen. Die N-terminale Aminosauresequenz des Fusionsproteins 
HCV-3-Galaktosidase ist unter der DNA-Sequenz aufgefiihrt. 

20 Auch in Plasmid p3 ist die HCV-Sequenz Teil eines Fusions- 
gens. Die HCV-Sequenz befindet sich aber aufeerhalb des offe- 
nen Leserahmens der fur P-Galaktosidase kodierenden Sequenz, 
so dass die HCV-Sequenz nicht als Teil eines Fusionsproteins 
exprimiert wird. Fig, 2 zeigt den relevanten Sequenzabschnitt 

25 von Plasmid p3 gemaS Sequenz Nr. 3 des Sequenzprotokolls. Die 
HCV-Sequenz ist kursiv dargestellt. Der Beginn des p-Gal-Gens 
(einschliefilich 6 Nukleotide der Kozak-Sequenz vor dem Start- 
codon ATG) ist unterstrichen. Die N-terminale Aminosaurese- 
quenz der exprimierten P-Galaktosidase ist unter der DNA-Se- 

30 quenz aufgefiihrt. 

Die so generierten Fusionsgene wurden in das kommerziell er- 
haltliche Expressionsplasmid pcDNA3 . 1 (+) kloniert (Invitro- 
gen, Life Technologies, Technologiepark Karlsruhe, Emmy- 
35 Noether-Str. 10, D-76131 Karlsruhe, Deutschland, Katalognum- 
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mer V790-20) . Dieses Plasmid enthalt ein Resistenzgen gegen 
das Antibiotikum Neomycin. Es verleiht den damit transf izier- 
ten HuH-7-Zellen eine Resistenz gegen das Neomycin-Analogon 
G418, so dass in Gegenwart von G418 nur HuH-7-Zellen selek- 
5 tioniert werden, welche das Plasmidgenom und damit das Repor- 
tergen stabil in ihr Genom aufgenommen haben. 

Als Kontrollplasmid fur die Transf ektionsef f izienz wurde das 
kornmerziell erhaltliche Plasmid pGL3-ctrl (Promega GmbH, 
10 High-Tech-Park, Schildkrotstr . 15, D-68199 Mannheim, Deutsch- 
1 and, -G*en'e-~A-ccess ion "Number U47296) verwendet . Es" kodiert und 
exprimiert das Gen der "Firefly Luciferase" . 

Verwendete dsRNA-Qligonukleotide 

15 Zur Durchfuhrung der RNA-Interf erenz wurden drei kurze, dop- 
pelstrangige Ribonukleinsauren (dsRNA) verwendet. Diese 
dsRNAs bestehen aus jeweils 2 kurzen Oligoribonukleotiden, 
welche uber fast den gesamten Sequenzbereich zueinander kom- 
plementar sind. An beiden 3 • -Enden der Oligoribonukleotide 

20 besitzen jeweils zwei Nukleotide keine Partner und bilden 
deshalb in der dsRNA Uberhange. 

Die Sequenz des einen Oligoribonukleotids ist identisch mit 
der Zielsequenz der mRNA. Dieses Oligonukleotid wird deshalb 
25 als Sinn-Strang bezeichnet. Die Sequenz des anderen Oligonu- 
kleotids ist zu der Zielsequenz der mRNA komplementar . Dieses 
Oligonukleotid wird deshalb als Antisinn-Strang bezeichnet. 

In Fig. 3 ist das als HCVl-2 bezeichnete doppelstrangige Oli- 
30 goribonukleotid gegenuber der HCV-Sequenz der mittels der 
Plasmide p2 und p3 gebildeten mRNA dargestellt. Dabei ent- 
sprechen die mit GroSbuchstaben dargestellten Nukleotide der 
HCV-Sequenz in den Plasmiden p2 und p3 • HCVl-2 besteht aus 
dem Sinn-Strang HCV 1 und dem Antisinn-Strang HCV 2, wobei 
35 jeweils zwei Nukleotide an den 3 ' -Enden der Strange keinen 
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Partner aufweisen. Der in Sequenz Nr. 4 des Sequenzprotokolls 
dargestellte Sinn-Strang (HCV 1) weist nahezu dieselbe Nu- 
kleotidsequenz wie die HCV-Sequenz einer mittels der Plasmide 
p2 bzw. p3 gebildeten mRNA auf . Am 5'-Ende fehlen drei Nu- 
5 kleotide der HCV-Sequenz und am 3 ' -Ende befinden sich zwei 
Nukleotide, die nicht Bestandteil der HCV-Sequenz sind. Der 
in Sequenz Nr. 5 des Sequenzprotokolls dargestellte Antisinn- 
Strang (HCV 2) ist abgesehen von den zwei Nukleotiden am 3'- 
Ende komplementar zu HCV 1 und damit auch zu der HCV-Sequenz 
10 einer mittels der Plasmide p2 bzw. p3 gebildeten mRNA. Die 
HCV-Sequenz- en'tspricht einer 3 1 -nicht- translatierten Region 
des HCV-Genoms. 

Zur positiven Kontrolle wurde eine als GALl-2 bezeichnete 
dsRNA verwendet. Diese ist in Fig. 4 gegenuber einer dem p- 
Gal-Gen der Plasmide p2 und p3 entsprechenden mRNA-Sequenz 
(in Fig. 4 als mRNA bezeichnet) dargestellt. GALl-2 besteht 
aus dem Sinn-Strang Gal 1 und dem Antisinn-Strang Gal 2, wo- 
bei jeweils zwei Nukleotide an den 3*-Enden der Strange kei- 
nen Partner aufweisen. Der in Sequenz Nr. 6 des Sequenzproto- 
kolls dargestellte Sinn-Strang (Gal 1) weist nahezu dieselbe 
Nukleotidsequenz wie die dem (3-Gal-Gen entsprechende mRNA- 
Sequenz auf. Der in Sequenz Nr. 7 des Sequenzprotokolls dar- 
gestellte Antisinn-Strang (Gal 2) ist abgesehen von den zwei 
Nukleotiden am 3 ' -Ende komplementar zu Gal 1 und damit auch 
zu der dem (3-Gal-Gen entsprechenden mRNA-Sequenz. 

Zur negativen Kontrolle wurde in einem Teil der Versuche eine 
als HCV3-4 bezeichnete dsRNA verwendet, die keinen Bezug zu 
30 hier exprimierten Genen hat (Fig. 5). HCV3-4 besteht aus dem 
Sinn-Strang HCV 3 und dem Antisinn-Strang HCV 4, wobei je- 
weils zwei Nukleotide an den 3 ' -Enden der Strange keinen 
Partner aufweisen. Der in Sequenz Nr. 8 des Sequenzprotokolls 
dargestellte Sinn-Strang (HCV 3) weist nahezu keine Ahnlich- 
35 keit zur mittels der Plasmide p2 und p3 gebildeten mRNA auf 
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und ist deshalb ohne Bezug zu den exprimierten Genen. Der in 
Sequenz Nr. 9 des Sequenzprotokolls dargestellte Antisinn- 
Strang (HCV 4) ist abgesehen von den zwei Nukleotiden am 3'- 
Ende komplementar zu HCV 3 und ist deshalb ebenfalls ohne Be- 
5 zug zur gebildeten mRNA. 

Als Negativkontrolle wurde in einem anderen Teil der Versuche 
eine als K22 bezeichnete dsRNA verwendet, die ebenfalls kei- 
nen Bezug zu einem hier exprimierten Gen aufweist (Fig. 6) . 
10 Die Sequenzen der beiden die dsRNA bildenden Oligoribonukleo- 
" * tide""sin-d~i"n~d"en""Se"quenzen"Nr." 10 und 11 des Sequenzprot'o-— - 
kolls dargestellt. 

Zur Durchftihrung der Experimente mit Antisinn-Oligoribonu- 
15 kleotiden wurden drei jeweils 21 Nukleotide lange DNA-Anti- 
sinn-Oligonukleotide als Phosphothioate eingesetzt. Die Oli- 
gonukleotide wurden von der Firma Metabion GmbH, Lena-Chris t- 
Str. 44, D-82152 Martinsried, Deutschland bezogen. Sie werden 
hier als HCVPTOl, HCVPT02 und HCVPT03 bezeichnet. HCVPTOl und 

2 0 HCVPT02 sind zu unterschiedlichen Bereichen der mittels des 

Plasmids p3 gebildeten HCV-mRNA- Sequenz komplementar. HCVPT03 
ist als Negativkontrolle ohne Bezug zur Zielsequenz. HCVPTOl, 
HCVPT02 und HCVPT03 sind gegenuber der HCV-mRNA-Sequenz in 
Fig. 7 dargestellt. 

25 

Fur den Nachweis der RNA Interferenz wurden Experimente mit 
Leberzelllinien des Typs HuH-7 durchgefiihrt (Nakabayashi et 
al. 1982). Diese Zelllinie kann durch HCV infiziert werden 
und dient zur Kultivierung dieser Viren. Die Zellen wurden in 

3 0 DMEM (Dulbecco's modif iziertes Eagle Medium) mit 10 % fotalem 

Kalberserum (FCS) kultiviert. 



35 
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a) Versuche zur RNA-Interf erenz 
Transf ektion 

Zur Vorbereitung einer Transfektion wurden 2 x 10 4 Zellen pro 
5 Vertiefung einer 96-well Zellkulturplatte ausgesat. 3 iiq 
Plasmid p2 bzw. Plasmid p3 wurden mit 1 /xg Kontrollplasmid 
pGL3-ctrl. gemischt. Es wurden 0,25 fig dieser Plasmidgemi- 
sche pro Vertiefung zur Transfektion eingesetzt. Etwa 24 
Stunden nach dem Aussaen der Zellen wurden die Reporterplas- 
10 mide p2/pGL3-ctrl und p3/pGL3-ctrl zusammen mit dsRNA in 

HuH-7 trans fiziert— -Die Menge an transf izierter DNA-pro— Ver- 
tiefung war konstant. 

Die Menge an dsRNA wurde in abnehmenden Konzentrationen von 
15 400 nmol/1 bis 12,5 nmol/1 (in Bezug auf 110 m! Transfekti- 
onsvolumen) zu den Plasmidgemischen zugegeben. Die .Ausgangs- 
konzentration der dsRNAs HCVl-2, GALl-2 und des unspezifi- 
schen HCV3-4 in der jeweiligen Stammlosung betrug jeweils 
20 ^mol/l. Die dsRNAs wurden durch Mischen mit gleichen Vo- 
20 lumina Annealing buffer (AB, 100 mmol/1 NaCl, 20 mmol/1 Na- 
Phosphat, pH 6/8) stufenweise auf die Endkonzentration ver- 
dunnt . 

Fur eine Endkonzentration von 400 nmol/1 wurden bei einer 
25 Stammkonzentration an dsRNA von 20 junol/l 2,2 m1 Stammlosung 
auf 110 m! Transf ektionsvolumen pro 1 Well bzw. 6,6 /il Stamm- 
losung auf 330 ill Transf ektionsvolumen pro 1 Well verwendet. 
Die Verdunnungsstuf en wurden gemaS Tabelle 1 hergestellt. 



WO 03/033700 PCT/EP02/1 1432 



17 

Tabelle 1 



Herstellung von Verdunnungsstuf en der dsRNA 





AllS ~~ 


Konzent rati- 


Menge der 


Menge an 


Endkon- 


Nr. 


gangslo- 


on der Aus- 


Ausgangs- 


zuge- 


zentra- 




sung 


gangslosung 


losung 


setztem 


tion* 






(Mmol/1) 


(/il) 


AB (Ml) 


(nmol/1) 


1 


Stammlo- 
sung 


20 


14, 0 




400 


2 


Losung 1 


10 


7,0 


7,0 


200 


3 


Losung 2 


5" 


7,0 


" ' 7V0 — 


100 


4 


Losung 3 


2,5 


7,0 


7,0 


50 


5 


Losung 4 


1,25 


7,0 


7,0 


25 


6 


Losung 5 


0,62 


7,0 


7,0 


12,5 



* Endkonzentration unter Verwendung von 6,6 /il der jeweiligen 
5 Losung auf 33 0 /il Transf ektionsvo lumen 

Plasmide und dsRNA wurden co- transf iziert . Als Transf ekti- 
onsagens wurde Gene Porter 2 (PeQLab, Carl-Thiersch-Str . 2B, 
D-91052 Erlangen, Deutschland, Katalognurnmer 13-T202007) 
10 eingesetzt. Jede Co-*Transf ektion wurde dreifach durchge- 
f uhrt . 

Fur drei Vertiefungen in 96-well-Platten wurde ein Gemisch 
aus 2,0 /il eines Plasmidgemisches aus Plasmid p2 und Kon- 

15 trollplasmid pGL3 (0,3875 /xg//il; 3 : 1), 6,6 /il dsRNA (20, 

10, 5, 2,5, 12,5 bzw. 0,62 /imol/1) und 16,4 /il DNA-Diluent B 
(wird zusammen mit Gene Porter 2 von der Firma PeQLab gelie- 
fert) hergestellt. Dieses Gemisch wurde mit einem Gemisch aus 
6,0 /il Gene Porter 2 und 19 /xl Serumfreiem Medium vermischt. 

20 Das Gesamtvolumen des so erhaltenen Gemisches betrug 50 ixl, 
von denen 16,5 /il zu jeweils 2 x 10 4 HuH-7 in 100 /xl Medium 
gegeben wurden . 
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Weiterhin wurde ein Gemisch aus 2,0 /zl eines Plasmidgemisches 
aus Plasmid p3 und Kontrollplasmid pGL3 (0,3875 tig/pl; 
3:1), 6,6 ill dsRNA (20, 10, 5, 2,5, 12,5 bzw. 0,62 ixwol/1) 
und 16,4 Ml DNA-Diluent B hergestellt. Dieses Gemisch wurde 
5 mit einem Gemisch aus 6,0 ill Gene Porter 2 und 19 til Serum- 
freiem Medium vermischt. Das Gesamtvo lumen des so erhaltenen 
Gemischs betrug 50 ill, von denen 16,5 ill zu jeweils 2 x 10 4 
HuH-7 in 100 m1 Medium gegeben wurden. 

10 Die transf izierten Zellen wurden bei 37°C und 5% C0 2 inku- 

biert. Eirien Tag nachder Transf ektion wurden "3~5~/ir "frisches ~ 
Medium pro Vertiefung zugegeben und die Zellen weitere 24 h 
inkubiert. Dann erfolgte der Aufschluss der Zellen. 

15 Verwendete Nachweismethoden 

Der Effekt der dsRNA auf die Expression der Reportergene 
wurde durch Quantif izierung der (3-Galaktosidase- und Lucife- 
rase-Aktivitat mittels Chemilumineszenz bestimmt. Dazu wur- 
den Lysate mittels dem Tropix-Lysepuf f er der Firma Applied 

20 Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404 
USA; Cat. No. BD100LP gemafc den Herstellervorschrif ten her- 
gestellt . 

Zur Quantif izierung der (J-Galaktosidase-Aktivititat wurden 
2 5 2 Ml Lysat pro Analyse sowie das Substrat Galcto-Star 

(Applied Biosystems, Tropix, Katalognummer BM100S) gemaB den 
Herstellervorschrif ten verwendet. Zur Quantif izierung der Lu- 
cif erase-Aktivitat wurden 5 ill Lysat pro Analyse sowie das 
Substrat Luciferin (Applied BiOOosystems , Tropix, Katalognum- 
30 mer BC100L) gemafi den Herstellervorschrif ten verwendet. Die 
Lumineszenz ist jeweils in dem Luminometer Berthold Sirius 
der Firma Berthold Detection Systems GmbH, Bleichstrasse 56- 
68, D-75173 Pforzheim, Deutschland, gemessen worden. 
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Ergebnisse 

Pro Transf ektionsansatz wurden drei 96-well-Vertief ungen 
ausgewertet, wobei jeweils eine Messung fur P-Galaktosidase 
und eine Messung fur Lucif erase erfolgte. Der Quotient aus 
5 relativen Lichteinheiten (RLU) fur P-Galaktosidase und den 
relativen Lichteinheiten fur Lucif erase wurde berechnet. Fur 
diese drei Einzelwerte wurde ein Mittelwert ermittelt. Der 
Mittelwert fur p2/pGL3- bzw. p3/pGL3- transf izierte Zellen 
ohne dsRNA wurde willkiirlich als 1,0 definiert. Die unter 
10 dsRNA-Einf luss veranderten Werte werden im Verhaltnis zu 1,0 
aufgetragen (siehe Fig:"8 und 9), d.h; ein Wert von 0,6 ent- " 
spricht einer Hemmung der p-Galaktosidase-Aktivitat urn 40 % 
im Vergleich zu unbehandelten Zellen. 

15 Aus Fig. 8 ist zu erkennen, dass bei einer Co-Transf ektion 
von sequenzspezifischer dsRNA mit Plasmid p2 eine Reduktion 
der p-Galaktosidase-Aktivitat erfolgt. Die dsRNAs HCV1-2 und 
GALl-2 hemmen die P-Galaktosidase mit vergleichbarer Effizi- 
enz. Bei 400 nmol/1 und 200 mol/1 dsRNA im Transf ektionsvolu- 

20 men sinkt die Aktivitat der p-Galaktosidase auf 40 % im Ver- 
gleich zu unbehandelten Zellen. Mit abnehmender Konzentration 
der dsRNA lasst der hemmende Effekt nach. Die Kontroll-dsRNA 
HCV3-4 fuhrt iiber den gesamten Konzentrationsbereich zu kei- 
ner Abnahme an P-Galaktosidase-Aktivitat im Lysat. 

25 

Bei einer Co-Transf ektion von sequenzspezifischer dsRNA HCV1- 
2 mit Plasmid p3 ist ebenfalls eine Reduktion der p-Galakto- 
sidase-Expression nachweisbar (Fig. 9) . Die dsRNAs HCV1-2 
und GAL1-2 hemmen die P-Galaktosidase-Aktivitat mit ver- 

30 gleichbarer Effizienz. Bei 400 nmol/1 und 200 nmol/1 dsRNA 
im Trans fektionsvolumen sinkt die Aktivitat der P- 
Galaktosidase auf etwa 20 % im Vergleich zu unbehandelten 
Zellen. Mit abnehmender Konzentration der dsRNA lasst der 
hemmende Effekt nach. Die Kontroll-dsRNA HCV3-4 zeigt liber 

35 den gesamten Konzentrationsbereich eine schwache Hemmung der 
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(3-Galaktosidase-Aktivitat auf etwa 70 % im Vergleich zu un- 
behandelten Zellen. 

In Gegenwart von dsRNA HCVl-2 war somit sowohl fur Plasmid 
5 p2 als auch Plasmid p3 eine deutliche Reduktion der (5-Galak- 
tosidase-Aktivitat erkennbar. Vergleichbare Effekte zeigte 
dsRNA GAL1-2 (positive Kontrolle) . Die zweite Kontroll-dsRNA 
HCV3-4 fiihrte zu keiner bzw. einer deutlich geringeren Hem- 
mung der (3-Galaktosidase-Aktivitat . 

10 

Die Expression "uffd7oder "die" Stabili tat' "der RNA konnte im be-" 

schriebenen Experiment durch dsRNA stark gemindert werden. 
Dies gelang auch fur HCV-Zielsequenzen aufterhalb des offenen 
Leserahmens, welches der Situation fur den naturlichen 3'- 
15 UTR Bereich von HCV entspricht. 

b)Versuche mit Antisinn-DNA-Oligonukleotiden 

Zur Vorbereitungder Experimente wurde p3 mittels Lipofecta- 

20 minePLUS (GIBCO BRL Life Technologies, Technologiepark Karls- 
ruhe, Emmy-Noether-Str . 10, D-76131 Karlsruhe, Deutschland) 
in HuH-7-Zellen stabil transf iziert . Hierfur wurden 2 x 10E4 
Zellen pro Vertiefung einer 96-well-Zellkulturplatte ausge- 
sat. Nach 24 h wurde das Medium abgezogen und durch 50 jzl 

25 serumfreies Medium (DMEM) ersetzt. Das Transf ektionsgemisch 
bestand aus 0,2 p3, 16,7 /xl DMEM, 2 \il PLUS Reagenz und 1 
111 Lipof ectamine Reagenz. Die Transf ektion wurden nach Anga- 
ben des Herstellers durchgefuhrt . Nach 3 h wurde das Trans- 
fektionsmedium durch 150 ill Vollmedium (DMEM + 10 % Fotales 

30 Kalberserum) ersetzt. Nach 48 h wurden die Zellen in Vertie- 
fungen einer 12-well-Zellkulturplatte uberfiihrt und in Gegen- 
wart von 400 jug/ml G418 (Amersham Biosciences, Munzinger Str. 
9, D-79111 Freiburg, Deutschland) in Vollmedium kultiviert. 
Wachsende Zellhaufen wurden regelmaEig entnommen und in neue 

35 Vertiefungen einer 12-well-Zellkulturplatte uberfuhrt. Aus 
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diesen wurden nach 14 - 21 Tagen wachsende Zellen in neuen 
Vertiefungen vereinzelt und bis zum Ende der Selektion in Ge- 
genwart von 400 /ig/ml G418 kultiviert. Nach etwa drei Verein- 
zelungen wurde mit Hilfe von Enzymmessungen die Aktivitat an 
5 (3-Galaktosidase wie unten beschrieben bestimmt. Des Weiteren 
wurden mit X-Gal-Farbungen die Zahl der Galaktosidase-expri- 
mierenden Zellen f estgestellt . Hierzu wurde das Medium abge- 
zogen und die Zellen in Vertiefung einer 96-well-Zellkultur- 
platte liber Nacht in 100 /il X-Gal-L6sung (10 mmol/1 Na-Phos- 

10 phat pH 7,0, 1 mmol/1 MgCl 2 , 150 mmol/1 NaCl, 3,3 mmol/1 

K 4 Fe(CN) 6 *3H 2 0, 3,3 mmol7-l-K3Fe*(CN) 6> 0", 2 % X-Gal) (X-Gal von 
PeQLab, Erlangen, Deutschland; alle anderen Chemikalien von 
SIGMA, Griinwalder Weg 30, D-82024 Taufkirchen, Deutschland) 
gefarbt. Der beste Klon wurde als "HuH-7 blue" bezeichnet und 

15 fur die Experimente eingesetzt. 

Transf ektion mit dsRNA und Antisinn-DNA-Oligonukleotiden 
Zur Vorbereitung einer Transfektion wurden 2 x 10E4 Zellen 
HuH-7 blue in 100 ill DMEM + 10 % FCS pro Vertiefung einer 96- 

20 well-Zellkulturplatte ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die 

dsRNA und die Antisinn-DNA-Oligonukleotide transf iziert . Fur 
diese Transf ektionen wurde Fugene 6 (Roche Applied Sciences, 
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim, Deutschland; Katalog- 
nummer 1814443) eingesetzt. Je 5 Vertiefungen mit HuH7 blue 

25 Zellen wurden nicht behandelt. Von den dsRNAs HCV 1-2, GAL 1- 
2 und K22 wurden jeweils Stammlosungen mit einer Konzentrati- 
on von 20 /xmol/1 hergestellt. Von dieser Stammlosung sind je- 
weils 1,6 ill mit 0,9 ill Fugene 6 und 108 ill DMEM gemischt 
worden. Die dsRNA liegt dann in einer Konzentration von 50 

30 nmol/1 vor. Jeweils 5 Vertiefungen einer 96-well-Zellkultur- 
platte wurden mit je 20 /xl dieses Ansatzes transf iziert . 

Von den Antisinn-DNA-Oligonukleotiden HCVPTOl, HCVPT02 und 
HCVPT03 sind jeweils Stammlosungen mit einer Konzentration 
35 von 100 Mmol/1 hergestellt worden. Von diesen Stammlosungen 
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sind jeweils 1,2 m1 mit 2,4 /zl Fugene 6 und 108 m! DMEM ge- 
mischt worden. Die dsRNA liegt dann in einer Konzentration 
von 200 nmol/1 vor. Jeweils 5 Vertiefungen einer 96-well- 
Zellkulturplatte wurden mit je 20 m! dieses Ansatzes transfi- 
5 ziert. 

Nachweismethoden 

Der Effekt der dsRNA-Oligonukleotide und Antisinn-DNA-Oligo- 
nukleotide auf die Expression der Reportergene wurde durch 

10 Quantif izierung der p-Galaktosidase-Aktivitat durch Chemilu- 
mineszen'z bestimmt. Dazu wurderT'EysaCe "miftels dem Tropix-" 
Lysepuffer der Firma Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre 
Drive, Foster City, CA 94404 USA; Katalognummer BD100LP gemaS 
den Herstellervorschrif ten hergestellt. Die Chemilumineszenz- 

15 messung wurde wie folgt durchgef uhrt : 

Pro Reaktionsgef a& wurden 5 m! Lysat vorgelegt und auf 30 m! 
mit S-Gal-Assay-Puf f er (1 ml 1 mol/1 Na-Phosphat- Puffer, pH 
8,0, 10 Ml 1 mol/1 MgCl 2 , 10 /il 1,25 mg/ml Galakton (Tropix 

20 GC020, Applied Biosystems), 9 ml entionisiertes Wasser) auf- 
gefullt. Nach 30 Minuten Inkubation ist mit JS-Gal-Stopp-Mix 
(1 ml 2 mol/1 NaOH, 250 ill 2,5 % Emerald Enhancer (Applied 
Biosystems, Tropix, LAY2 50) , 8,75 ml entionisiertes Wasser) 
auf 100 m1 aufgefullt, grundlich gemischt und sofort am Lumi- 

2 5 nometer gemessen worden. Wenn nicht anders angegeben, stammen 
die Reagenzien von der Firma SIGMA. Die Lumineszenz ist je- 
weils in dem Luminometer Berthold Sirius der Firma Berthold 
Detection Systems GmbH, Bleichstr. 56-68, 75173 Pforzheim, 
Deutschland, gemessen worden. Pro Transf ektionsansatz werden 

30 je 5 Vertiefungen einer 96-well-Zellkulturplatte ausgewertet. 
Dazu wird jeweils die 3-Galaktosidase-Aktivitat bestimmt und 
ein Mittelwert der 5 Einzelwerte ermittelt. Der Mittelwert 
fur nicht-transf izierte Zellen wird willkurlich als 1,0 defi- 
niert. Die Mittelwerte fur transf izierte Zellen werden im 

35 Verhaltnis zu dem Mittelwert fur nicht-transf izierte Zellen 
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aufgetragen. Ein Wert von beispielsweise 0,6 entspricht einer 
Hemmung der |3-Galaktosidase-Aktivitat urn 40% im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen. Die Ergebnisse sind in Fig. 10 darge- 
stellt . 

5 

Ergebnisse 

Bei der Transfektion von sequenzspezif ischen Antisinn-Oligo- 
nukleotiden (200 ninol/1) und dsRNA Oligonukleotiden (50 

10 nmol/1) in die Zelllinie HuH-7 blue ist eine Reduktion der p- 
Galaktosidase-Aktivitat nachweisbar /"HCVPTOl reduziert die 
Aktivitat der (3-Galaktosidase urn 35 % und HCVPT02 urn 40 %. 
Das als Negativkontrolle eingesetzte Oligonukleotid HCVPT03 
steigert die Aktivitat um 40 % im Vergleich zu unbehandelten 

15 Zellen. Die dsRNAs HCV1-2 und GAL1-2 hemmen die 0- 

Galaktosidase-Aktivitat mit vergleichbarer Effizienz. Die Ak- 
tivitat der P-Galaktosidase sinkt jeweils um 37 % im Ver- 
gleich zu unbehandelten Zellen. Die unspezif ische Kontrolle 
K22 steigert die Aktivitat um 15 % im Vergleich zu unbehan- 

20 delten Zellen. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Hemmung der Replikation von Viren mit ei- 
ner am 3 1 -Ende des Virus-Genoms befindlichen nicht-transla- 

5 tierten Region (3' -UTR), 

dadurch gekennzeichnet , dass 

eine Struktur innerhalb der 3 ' -UTR unter Verwendung einer 
10 kurzen doppelstrangigen Ribonukleinsaure (dsRNA) oder eines 
Antisinn-Oligonukleotrds "geanderfwrrd, *wobei ein Strang SI 
der dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid abschnittsweise 
oder vollstandig komplementar zur 3 ' -UTR-Sequenz der Viren 
ist . 

15 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei ein die 3 1 -UTR bilden- 
der Sequenzabschnitt geschnitten wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Struktur in 
2 0 einem hochkonservierten Bereich der 3 ' -UTR geandert wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA zumindest abschnittsweise doppelstrangig ausgebil- 
det ist. 

25 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ein Ende der dsRNA, vorzugsweise beide Enden, glatt sind. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
30 zumindest ein Strang, insbesondere der Strang SI, der dsRNA 

am 3 '-Ende einen Uberhang hat. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei der Uberhang aus 1 bis 
3 Nukleotiden, vorzugsweise 2 Nukleotiden, gebildet ist. 

35 



WO 03/033700 



PCT/EP02/U432 



25 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
ein zumindest abschnittsweise zur 3 ' -UTR-Sequenz komplementa- 
rer Bereich der dsRNA weniger als 30, vorzugsweise weniger 
als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare umfasst. 

5 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA eine Lange von weniger als 30, vorzugsweise weniger 
als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare auf- 
weist . 

10 

-10. Verfahren nach einem der - vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Virus-Genom das Genom eines (+) -Strang-RNA- Virus ist. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
15 der (+ ) -Strang-RNA-Virus ein Hepatitis-C-Virus ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA in einer Losung, insbesondere einer phosphatgepuf - 
ferten Salzlosung, vorliegt. 

20 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid von einer micella- 
ren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem Virus-Kapsid 
oder einem Kapsoid umschlossen vorliegt. 

25 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA einen Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 und 
einen Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 oder wobei das 
Antisinn-Oligonukleotid einen Strang mit der Sequenz SEQ ID 

30 NO: 12 oder SEQ ID NO: 13 aufweist. 

15. Verwendung von kurzen doppelstrangigen Ribonukleinsauren 
(dsRNA) oder eines Antisinn-Oligonukleotids zur Hemmung der 
Replikation von Viren mit einer am 3 ' -Ende des Virus-Genoms 

35 befindlichen nicht-translatierten Region (3'-UTR) durch Ande- 
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rung einer Struktur innerhalb der 3'-UTR, wobei ein Strang SI 
der dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid abschnittsweise 
Oder vollstandig komplementar zur 3 ' -UTR-Sequenz der Viren 
ist . 

5 

16. Verwendung von kurzen doppelstrangigen Ribonukleinsauren 
(dsRNA) oder einer Antisinn-Oligonukleotids zur Herstellung 
eines Medikaments zur Hemmung der Replikation von Viren rnit 
einer am 3 ' -Ende des Virus-Genoms befindlichen nicht- transla- 
10 tierten Region (3'-UTR) durch Anderung einer Struktur inner- 
-fralb^der'^'-UTR, wobei ein Strang SI der'dsRNA oder das 
Antisinn-Oligonukleotid abschnittsweise oder vollstandig kom- 
plementar zur 3 1 -UTR-Sequenz der Viren ist. 

15 17. Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, wobei ein die 3'- 
UTR bildender Sequenzabschnitt mittels der dsRNA geschnitten 
wird oder dessen Schneiden durch die dsRNA bewirkt wird. 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17, wobei die 
20 3'-UTR hochkonserviert ist. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 18, wobei die 
dsRNA zumindest abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
ist. 

25 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 19, wobei ein 
Ende der dsRNA, vorzugsweise beide Enden, glatt sind. 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 20, wobei zu- 
30 mindest ein Strang, insbesondere des Strangs SI, der dsRNA am 

3' -Ende einen Uberhang hat. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, wobei der Uberhang aus 1 
bis 3 Nukleotiden, vorzugsweise 2 Nukleotiden, gebildet wird. 

35 
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23. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 22, wobei ein 
zumindest abschnittsweise zur 3 ' -UTR-Sequenz komplementarer 
Bereich der dsRNA weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare umfasst. 

5 

24. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 23, wobei die 
dsRNA eine Lange von weniger als 30, vorzugsweise weniger als 

25. besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare aufweist. 

10 25. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 24, wobei das 
Virus-Genom das Genom eines " ( + )- Strang- RNA-Virus ist. 

26. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 25, wobei der 
(+) -Strang-RNA- Virus ein Hepatitis-C-Virus ist. 

15 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 26, wobei die 
dsRNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur Inhalation, ora- 
len Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere zur in- 
travenosen oder intraperitonealen Infusion oder Injektion, 

20 geeignet ist. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 27, wobei die 
dsRNA in einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbeson- 
dere einer phosphatgepuf f erten Salzlosung, vorliegt. 

25 

29. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 28, wobei die 
dsRNA oder das Antisinn-Oligonukleotid von einer micellaren 
Struktur, vorzugsweise einem Liposom, einem Virus-Kapsid oder 
einem Kapsoid umschlossen vorliegt. 

30 

30. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 29, wobei die 
dsRNA oral, mittels Inhalation, Infusion oder Injektion, ins- 
besondere intravenoser oder intraperitonealer Infusion oder 
Injektion, verabreicht wird. 

35 
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31. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 30, wobei die 
dsRNA in einer Dosierung von hochstens 5 mg, insbesondere 
hochstens 2,5 mg, bevorzugt hochstens 200 ng , besonders be- 
vorzugt hochstens 100 /ig, pro kg Korpergewicht pro Tag einem 

5 Saugetier, vorzugsweise einem Menschen, verabreicht wird. 

32. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 31, wobei die 
dsRNA einen Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 und einen 
Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 oder wobei das Anti- 

10 sinn-Oligonukleotid einen Strang mit der Sequenz SEQ ID NO: 
"12 oder~SEQ~'ID NO: 13 aufweis't" 

33. Medikament zur Hemmung der Replikation von Viren mit ei- 
ner am 3 * -Ende des Virus-Genoms befindlichen nicht- transla- 

15 tierten Region <3'-UTR), 

dadurch gekennzeichnet , dass 

zur Anderung der Struktur innerhalb der 3 ' -UTR eine kurze 
2 0 doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) oder ein Antisinn- 
Oligonukleotid enthalten ist, wobei ein Strang SI der dsRNA 
oder das Antisinn-Oligonukleotid abschnittsweise oder voll- 
standig komplementar zur 3 ' -UTR-Sequenz der Viren ist. 

25 34. Medikament nach Anspruch 33, wobei die kurze doppel- 
strangige Ribonukleinsaure (dsRNA) oder das Antisinn-Oligonu- 
kleotid den 3 f -UTR bildenden Sequenzabschnitt schneidet oder 
dessen Schneiden bewirkt. 

30 35. Medikament nach Anspruch 33 oder 34, wobei die 3 ' -UTR 
hochkonserviert ist . 

36. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 35, wobei die 
dsRNA zumindest abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
35 ist. 
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37. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 36, wobei ein 
Ende der dsRNA, vorzugsweise beide Enden, glatt sind. 

5 38. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 37, wobei zu- 
mindest ein Strang, insbesondere der Strang SI, der dsRNA am 
3 * -Ende einen Uberhang hat. 

39. Medikament nach Anspruch 38, wobei der Uberhang aus 1 
10 bis 3 Nukleotiden, vorzugsweise 2 Nukleotiden, gebildet ist. 



40. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 39, wobei ein 
zumindest abschni ttsweise zur 3 ' -UTR-Sequenz komplementarer 
Bereich der dsRNA weniger als 30, vorzugsweise weniger als 

15 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare umfasst. 

41. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 40, wobei die 
dsRNA eine Lange von weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare aufweist. 

20 

42. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 41, wobei das 
Virus-Genom das Genom eines { + ) -Strang-RNA-Virus ist. 

43. Medikament nach Anspruch 42, wobei der ( + ) -Strang-RNA- 
25 Virus ein Hepatitis-C-Virus ist. 

44. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 43, wobei das 
Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur Inhalation, 
oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere zur 

30 intravenosen oder intraperitonealen Infusion oder Injektion, 
geeignet ist. 

45. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 44, wobei die 
dsRNA in einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbeson- 

35 dere einer phosphatgepuf f erten Salzlosung, vorliegt. 
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46. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 45, wobei die 
dsRNA Oder das Antisinn-Oligonukleotid von einer micellaren 
Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder einem Kapsid um- 

5 schlossen vorliegt. 

47. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 46, wobei die 
dsRNA pro vorgesehener Verabreichungseinheit in einer Menge 
enthalten ist, welche einer Dosierung von hochstens 5 mg, 

10 insbesondere hochstens 2,5 mg, bevorzugt h6chstens 200 ng, 
— be^nders "bevorzugt hochstens 100" Agi pro "Rg Korpergewicht 
entspricht . 

48. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 47, wobei die 
15 dsRNA einen Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 und einen 

Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 oder wobei das Anti- 
sinn-Oligonukleotid einen Strang mit der Sequenz SEQ ID NO: 
12 oder SEQ ID NO: 13 aufweist. 

20 49. Doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) mit einem 

Strang SI, welcher abschnittsweise oder vollstandig zu einer 
am 3 ' -Ende eines Virus-Genoms bef indlichen nicht-transla- 
tierten Region (3'-UTR) komplementar ist. 

25 50. DsRNA nach Anspruch 49, wobei die dsRNA das Schneiden 
des 3 1 -UTR bildenden Sequenzabschnitts bewirken kann. 

51. DsRNA nach Anspruch 49 oder 50, wobei die 3 1 -UTR hoch- 
konserviert ist. 

30 

52. DsRJNA nach einem der Anspriiche 49 bis 51, wobei die 
dsRNA zumindest abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
ist . 
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53. DsRNA nach einem der Anspriiche 49 bis 52, wobei ein Ende 
der dsRNA, vorzugsweise beide Enden, glatt sind. 

54. DsRNA nach einem der Anspriiche 49 bis 53, wobei zumin- 

5 dest ein Strang, insbesondere der Strang SI, der dsRNA am 3'- 
Ende einen Uberhang hat . 

55. DsRNA nach Anspruch 54, wobei der Uberhang aus 1 bis 3 
Nukleotiden, vorzugsweise 2 Nukleotiden, gebildet ist. 

10 

56. DsRNA'nach einem der Anspriiche 49 bis 55, wobei ein zu- 

" mindest abschnittsweise zur 3 1 -UTR-Sequenz komplementarer Be- 
reich der dsRNA weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare umfasst. 

15 

57. DsRNA nach einem der Anspriiche 49 bis 56, wobei die 
dsRNA eine Lange von weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Basenpaare aufweist. 

20 58. DsRNA nach einem der Anspriiche 49 bis 57, wobei das Vi- 
rus-Genom das Genom eines ( + ) -Strang-RNA- Virus ist. 

59. DsRNA nach Anspruch 58, wobei der (+) -Strang-RNA- Virus 
ein Hepatitis-C-Virus ist. 

25 

60. DsRNA nach einem der Anspriiche 49 bis 59, wobei die 
dsRNA in einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbeson- 
dere einer phosphatgepuf f erten Salzlosung, vorliegt. 

30 61. DsRNA nach einem der Anspriiche 49 bis 60, wobei die 

dsRNA von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem Lipo- 
som, oder einem Kapsid umschlossen vorliegt. 
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62. DsRNA nach einem der Anspriiche 49 bis 61, wobei die 
dsRNA einen Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 und einen 
Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 aufweist. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Ribopharma AG 
5 <120> verfahren zur Hemmung der Replikation von Viren 
<130> 422399 

<140> 
10 <141> 

<160> 16 

<170> Patentln Ver. 2.1 

15 

<210> 1 
<211> 24 

<212>.DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

20 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Eine einem 
Bereich des HCV-Genoms entsprechende DNA-Sequenz 

25 <400> 1 

gtcacggcta gctgtgaaag gtcc 



<210> 2 
30 <211> 57 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

35 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Fusionsgen 
<400> 2 

gtcaccatgt cgtcacggct agctgtgaaa ggtccagtca ccatgtcgtt tactttg 

40 

<210> 3 
<211> 56 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

45 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Fusionsgen 



<400> 3 

50 gtcaccttgt cgtcacggct agctgtgaaa ggtccagtca ccatgtcgtt tactttg 



<210> 4 

<211> 23 

55 <212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 

60 einer dsRNA 
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<400> 4 

acggcuagcu gugaaagguc cgu 



5 <210> 5 

<211> 23 

<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
10 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Antisinn-Strang einer dsRNA 

<400> 5 

15 ggaccuuuca cagcuagccg uga 



<210> 6 

<211> 23 
20 <212> RNA 

<213> Kxinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kilnstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
25 einer dsRNA 

<400> 6 

gugaaauuau cgaugagcgu ggu 

30 

<210> 7 
<211> 23 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

35 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Antisinn-Strang einer dsRNA 

40 <400> 7 

cacgcucauc gauaauuuca ccg 



<210> 8 
45 <211> 21 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> ' 

50 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer dsRNA 

<400> 8 

agacagucga cuucagccug g 

55 

<210> 9 
<211> 21 
<212> RNA 
60 <213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<22 3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Antisinn-Strang einer dsRNA 

<400> 9 

aggcugaagu cgacugucug g 21 



<210> 10 

10 <211> 24 

<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

15 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer dsRNA 

<400> 10.. . . . 

gaugaggauc guuucgcaug auug 24 

20 

<210> 11 

<211> 24 

<212> RNA 

25 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Antisinn-Strang einer dsRNA 



30 



<400> 11 

aucaugcgaa acgauccuca uccu 24 



35 <210> 12 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
40 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Antisinn-Oligonukleotid 

<400> 12 

45 ggacctttca cagctagccg t 21 



<210> 13 

<211> 21 

50 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

55 Antisinn-Oligonukleotid 

<400> 13 

cctttcacag ctagccgtga c 21 

60 

<210> 14 
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<211> 21 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
5 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Antisinn-Oligonukleotid 

<400> 14 

10 tgccgatcga cactttccag g 21 



<210> 15 

<211> 28 

15 <212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<220> _ 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Mittels der 

2 0 Plasmide p2 oder p3 gebildete eine HCV-Sequenz 
enthaltende mRNA 



25 



35 



<400> 15 

ucgucacggc uagcugugaa agguccag 28 



<210> 16 

<211> 25 

<212> RNA 

30 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: Dem 
£-Gal-Gen entsprechende mRNA. 



<400> 16 

cggugaaauu aucgaugagc guggu 25 



40 
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5 ' uc GUC ACG GOT AGC UGU 

5' ACG GOT AGC UGU 

3' AG UGC CGA UCG ACA 



2/6 

GAA AGG UCC ag 3' 

GAA AGG UCC GU 3'" 
CUU UCC AGG 5' 

Fig. 3 



mRNA p2 & p3 

Sinn-Strang (HCV 1) 
Antisinn-Strang (HCV 2) 



5' eg GUG AAA UUA UCG AUG AGC GUG gu 3' mRNA 

5* GUG AAA UUA UCG AUG AGC GUG gu 3' Sinn-Strang (Gal 1) \" 

3'' gc CAC UUU AAU AGC UAC UCG CAC " 5' Ant ifl inn -Strang (Gal 2) 



Fig. 4 



5' AGA CAG UCG ACU UCA GCC Ugg ' 3 r Sinnstrang {HCV 3) 

3' gg UCU GUC AGC UGA AGU CGG A 5' Antisinn-Strang (HCV 4) 
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5' GAU GAG GAU CGU UUC GCA UGA UUG 3' Sinn-Strang (K18 s) 

3' UC CUA CUC CUA GCA AAG CGU ACU A 5' Ant is inn- Strang (K17 as) 



FIG. 6 



5' uc GUC ACG GCU AGC UGU GAA AGG UCC ag 3' mRNA p3 (HCV Sequenz) 

3/ TGC CGA TCG ACA CTT TCC AGG 5' HCVPTOl 

3' CAG TGC CGA TCG ACA CTT TCC 5' HCVPT02 

3/ GGA CCT TTC ACA GCT AGC CGT 5' HCVPT03 
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Wirkung von dsRNA auf die Expression von (3-Galaktosidase 
mittels des Plasmids p2 




Fig.8 
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Wirkung von dsRNA auf die Expression von B-Galaktosidase 
mittels des Plasmids p3 
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Wirkung von Antisinn- und dsRNArOiigonukleotiden auf die 
Expression von B-Galaktosidase mittels des Plasmids p3 
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